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Abstract

Durch die vorliegenden Versuche wurden einige Eigenschaften der 12-Keto-3-cholensaure,
die unter gleichzeitiger Hydratisierung und Reduktion im Kaninchenorganismus in Desoxychol-
saure verwandelt im Harn ausgeschieden wird, vergleichend mit denen der anderen Gallensauren
untersucht und folgende Daten festgestellt : 1. Die bamolytische Wirkung der 12-Keto-3-cholensaure
wurde viel starker als die der Desoxycholsaure gefunden. 2. Die die Pankreaslipase fordernde
Wirkung der 12-Ket0-3-cholensaure ist fast gleich der der Cholsaure. 3. Die choleretische Wirkung
der 12-Ket0-3-cholensaure ubertrifft weitaus die der Cholsaure. 4. Der Adrenalingehalt der
Nebenniere wurde durch parenterale Zufuhr von 12-Keto-3-cholensaure herabgesetzt gefunden,
wobei sich die Herabsetzung durch 12-Keto-3-cholensaure etwas starker zeigte als die durch Chol-
saure.

*Copyright (C) OKAYAMA UNIVERSITY MEDICAL SCHOOL
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Von

Tanenao Mori.

Eingegangen am 10. Februar 1940.

In der vorausgegangenen Mitteilung” habe ich berichtet, daf

die 12-Keto-3-cholensaure im Kaninchenorganismus unter gleichzei-
tiger Hydratisierung und Reduktion in Desoxycholsaure verwandelt
werden konnte, wodurch die Annahme wahrscheinlich gemacht
wurde, dafl die Gallensauren aus Steroiden, bes. aus Ergosterin und
Dehydrocholesterin bzw. Vitamin D herstammen konnten?.
i Bei dieser Untersuchung habe ich beobachtet, dafl durch intra-
venose Zufuhr dieser 12-Keto-3-cholensaure manche Kaninchen unter
muskularer Zuckung oder starkem Krampf zugrunde gingen, ins-
besondere wenn die Gallensaure uberschussig zugefihrt worden war,
und dafl selbst nach nur einmaliger Injektion die Ohrvenen der
Kaninchen obliteriert gefunden wurden, wahrend die Ohrlappchen
sich unter Nekrose ablosten. Einerseits. um das Wesen dieser un-
angenehmen Erscheinung zu studieren und andererseits um die
physiologischen Eigenschaften der 12-Keto-3-cholensaure mit denen
der anderen Gallensauren zu vergleichen, wurden die Einflisse
dieser Gallensaure auf die Blutkérperchenhamolyse, die Wirkung
der Pankreaslipase sowie die Gallensekretion verfolgt. Nach der
neuesten Untersuchung von OAhta® soll die experimentelle, durch
subkutane Zufuhr von Cholsaure erzeugte Gallensaureausscheidung
im Harn von Kaninchen durch einseitige Nebennierenexstirpation
vermehrt werden.

Damit liegt die Annahme nahe, daBl die Desoxycholsaureaus-
scheidung im Harn bei Zufuhr von 12-Keto-3-cholensaure der schad-
lichen Einwirkung derselben auf die Nebenniere zugeschrieben wer-
den durfte, deren Funktion mit dem Steroidstoffwechsel in innigem
Zusammenhang zu stehen scheint®. Infolgedessen wurde auch hier
der EinfluBl der 12-Keto-3-cholensaure auf den Adrenalingehalt der
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Kaninchennebenniere untersucht und mit dem der Cholsaure ver-
glichen.

Experimenteller Teil.
Methodik und Versuchsmaterialien.

. Hamolytische Wirkung.

12-Keto-3-cholensaure wurde als Natriumsalz in einer 0.9 Jigen
Kochsalzlosung gelést und in Konzentrationen von 1/25 - 1/4960 g/cc
zum Versuch verwendet. Zur Kontrolle wurde Desoxycholsaure-
l6sung in gleicher Weise hergestellt. Von diesen Losungen wurden
je 2 cc in kleine Reagensglaser abpipettiert und 1 cc der Ziegenblut-
kérperchensuspension nach H. Wieland® zugesetzt. Alle Réhrchen
wurden nach kraftigem Durchschiitteln eine Stunde lang im Brut-
schrank, dann tiber Nacht bei 0°C gehalten; die hamolytische
Grenzkonzentration wurde am folgenden Morgen abgelesen.

2. Lipaseaktivierende Wirkung.

12-Keto-3-cholensaure und Desoxycholsiure wurden je als 1%ige
Natriumsalzlésung verwendet. Der Lipaseglyzerinauszug wurde
nach der Vorschrift von Kaziro u. Tsuji®? aus frischer Pankreasdriise
hergestellt und beim Versuche unter zweifacher Verdiinnung mit
Wasser zur Verwendung gebracht. Die Olemulsion wurde nach
Kanitz” hergestellt und das Digestionsgut der einzelnen Versuche
mit 10 cc eines Phosphatgemisches nach Sérensen (pH 7.86) versetzt.
Die Versuchsanordnungen sind in folgender Tabelle | wiederge-

geben.
Tabelle .

Nr. v. Kélbchen I Il 1l v
Gallensiuregehalt % 0.0 0.1 0.2 0.4
Puffer cc 10 10 10 10
Lipaselosung " 3 3
Olemulsion " 5 5 5 5
Gallensaurelésung ,, 0 3 6 12
Wasser " 12 9 6 0
Toluol " 0.5 0.5 0.5 0.5

Jedes Digestionsgemisch ([-1V) wurde in kleinen Kolben gut
geschiittelt und dann im Brutschrank bei 37 -38° 18 Stunden lang
aufbewahrt. Die dabei abgespaltene Fettsaure wurde mit N/10-
Natronlauge unter Alkoholzusatz (5 cc) titrimetrisch bestimmt (Indi.
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kator: Phenolphtalein) und die dabei verbrauchte Alkalimenge in
cc als Mafl der durch Lipase ohne oder mit Gallensaure gespaltenen
Fettsauremenge angegeben.

3. Gallensekretion.

Gut erwachsenen Kaninchen, die bereits 12 Stunden lang ge-
hungert hatten, wurde die Gallenblasenfistel unter Laparotomie
nach der Vorschrift [shiis? angelegt und die Gallenmenge jeweils
halbstiindig 6 Stunden lang gesammelt und bestimmt. Die Trocken-
substanz der Galle wurde stiindlich gravimetrisch bestimmt. 12-Keto-
3-cholensaure als | %ige Natriumsalzlésung (1.5-3 cc pro Kilo) und
als Kontrolle physiologische Kochsalzlésung (3 cc pro Kilo) bzw.
1 %ige Cholatlosung (3 cc pro Kilo) wurden den Kaninchen intravenés
verabreicht.

4. Adrenalingehalt der Nebenniere.

Ungefahr gleich schweren Kaninchen, die nach Fitterung be-
stimmter Nahrung einen ganzen Tag gehungert hatten, wurde je 1cc
einer | %igen Natrium-12-ketocholenat- und Natriumcholatlésung pro
Kilo Korpergewicht und als Kontrolle | cc einer physiologischen
Kochsalzlosung intravends injiziert. 3 Stunden nach der Injektion
wurden die Tiere durch Verblutung getétet, dann wurden ihre bei-
derseitigen Nebennieren exstirpiert und von anhaftenden Gewebs-
stickchen und Blut befreit und genau abgewogen. Der Adrenalin-
gehalt wurde nach der von Kodama modifizierten Folin-Cannon-
Denisschen Methode® kolorimetrisch bestimmt.

Ergebnisse.

1. Hamolytische Wirkung.

Die hamolytische Wirkung der verschiedenen Gallensauren
wurde bereits mehrfach untersucht, wobei sich ergab, daf ihre
hamolytische Grenzkonzentration entweder ganz von der Art der
Gallensaure oder der Spezies des Blutkorperchens abhangig 1st!®,

Tabelle 2.

Konzentration

g/cc |1:224111:2400|1:2560(1 : 3200|1 : 4480/ 1 : 4800|1 : 4960

Gallensaure

12-Keto-3-cholensaure H H +H +H + + —
Desoxycholsaure H + + — — — —

H vollstindig, + teilweise, =+ spurweise, — keine Hamolyse.

Produced by The Berkeley Electronic Press, 1938



Acta Medica Okayama, Vol. 6 [1938], Iss. 4, Art. 2

484 T. Mori:

Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich ist, wirkt die 12-Keto-3-cholen-
saure bei Ziegenblut selbst in der Konzentration von 1 :4480 g/cc
noch deutlich hamolytisch, wahrend die hamolytische Grenzkonzen-
tration der Desoxycholsaure nur |:2400 g/cc betragt. 12-Keto-3-cho-
lensaure ist also gegen Zellen viel giftiger als Desoxycholsaure, die
bekanntlich unter den Gallensauren starkste hamolytische Wirkung
hat'®,  Auf diesem Umstand scheint mir also der Krampfanfall bej
Zufuhr von 12-Keto-3-cholensaure, auf ihre Giftwirkung auf das Ner-
vensystem zu beruhen.

2. Wirkung auf Lipase.

Es ist allgemein anerkannt, daf8 die Pankreaslipase durch Gallen-
saure gefordert wird und daB diese fordernde Wirkung je nach der
Art der Gallensaure ganz verschieden ist; das wurde bereits von
Shoda'V, Okamura'?, Kaziro u. Tsuji®, Makino®, Kyogoku®, Sihn'>
und Kimura'® bewiesen.

Tabelle 3.
Konzentration :l. Gallensaure 0 0.1 0.2 0.4
. . . .
12-Keto-3-cholensaure 319 433 18 )78
3.15 4.37 5.12 5.71
5 s 3.17 4.16 - 4.89 5.44
esoxycholsaure 3.14 4.18 4.85 5.40

Wie aus der Tabelle 3 ersichtlich ist, wirken die 12-Keto-3-cho-
lensdure sowie die Desoxycholsiaure auf die Lipase férdernd und
zwar im fast gleichen Grade. Die Wirkung der ersteren scheint aber
etwas grofler zu sein.

3. Gallensekretion.

Die Gallensekretion ist bekanntlich stark: von der Art der Nah-
rung abhangig und wird durch Zufuhr von Gallensaure stark ver-
mehrt. Auch diese choleretische Wirkung der Gallensaure ist je
nach der Saure-Art ziemlich verschieden!?. A

Leichten Verstandnisses halber wurden die je halbstindigen
Gallenmengen bei jedem Versuch (Fig. 1) und die im Vergleich mit
der Gallenmenge vor der Gallensaurezufuhr prozentual vermehrten
oder verminderten Gallenmengen in jedem Stadium (Fig. 2) in
Kurven dargestellt. . ’

Wie sich aus den Tabellen 4-8 sowie aus Figur | ergibt, wird
die Gallenmenge bei dem Kontrollversuch mit der Zeit allmahlich
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vermindert, dagegen bei Zufuhr von 12-Keto-3-cholensiaure und Chol-
saure stark vermehrt und erreicht 1/2- 1 Stunde nach der Injektion
ihr Maximum, um nach % - 1% Stunden wieder abzunehmen, wahrend

Fig. 1. (Gallenmenge.)

»»»»»» % Physiologische Kochsalzlésung pro Kilo 3 cc

e 12-Keto-3-cholensaure " 15 mg
- —o¢— ]2.Keto-3-cholensaure »  30mg
.:g o---- Cholsaure " 15 mg
2 ——0—— Cholsaure » 30mg
6.0 |- -
/ \’\
50 . )
~.
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Fig. 2.
e Xooeees Physiologische Kochsalzlésung pro Kilo 3 cc
18— ... 12-Keto-3-cholensiure w 15mg
@ —-o—— |2-Keto-3-cholensaure »  30mg
3l /\. -0 Cholsaure » 15mg
/" \ 00— Cholsaure »  30mg
"
~ \.

Se— .
5 N 015 20 25 30~_35 40 “tunden
° — 0.

- o -
Sx o N \:\‘\8 ~
Die Gallenmenge direkt ~* ~ _ - \\a
vor der Injektion ist mit T~ °:\\°
30 d . -~ NS
em Nullpunkt bezeichnet. ~xa
-
40

die Trockensubstanz der Galle sowohl der absoluten Menge nach als
auch prozentual allmahlich abnimmt. Und zwar ist die choleretische
Wirkung der 12-Keto-3-cholensaure der der Cholsiure weitaus tiber-
legen, wie das Figur 2 deutlich zeigt.
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Tabelle 4. (Kontrolle.)
Kaninchen, Korpergewicht 2.1 - 2.4 Kg.
Stunden nach | Gallenmenge Trockensubstanz
. Bemerkungen
der Operation cc 9
g o
0.5 5.10
0.1956 2.08
1.0 4.46
‘—Ehy;iologische
1.5 4.00 ochsalzlosung
20 3.82 0.1509 1.94 3 cc pro Kilo intravends.
25 3.64
0. 1.89
3.0 3.47 339
3.5 3.32
0.1122 1.7
4.0 3.17 3
45 3.05
0.097 1.65
5.0 2.90 2 6
5.5 2.76
0.0860 1.60
6.0 2.59
Tabelle 5. (12-Keto-3-cholensaure.)
Kaninchen, Korpergewicht 2.0 - 2.5 Kg.
Stunden nach| Galleninenge Trockensubstanz
. Bemerkungen
der Operation cc
g %
0.5 5.83
0.1839 1.8
1.0 3.75 6
1 2-Keto-3-§holen35ure
1.5 481 pro Kilo 15 mg intravends.
20 441 0.1659 1.75
2.5 4.16
30 3.94 0.1299 1.59
3.5 391
.1184 .
4.0 3.56 0.118 1.6
4.5 3.39
0.0994 .
5.0 3.13 099 154
5.5 297
0.0844 1.4
6.0 2.77 7
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Tabelle 6. (12-Keto-3-cholensaure.)
Kaninchen, Kérpergewicht 2.1 -2.5 Kg.
Stunden nach | Gallenmenge Trockensubstanz
. Bemerkungen
der Operation cc
g )
0.5 5.89
0.1825 1.81
1.0 4.04 8
—12-Keto-3-cholensaure
1.5 5.08 30 mg pro Kilo intravenés.
0.1742 1.
2.0 5.54 62
2.5 5.32
0.165 1.
3.0 491 655 63
3.5 4.66
0.1465 1.65
4.0 4.20
4.5 3.97
0.1247 1.62
5.0 3.68 6
5.5 3.40
0.1058 1.62
6.0 3.23
Tabelle 7.  (Cholsaure.)
Kaninchen, Korpergewicht 2.1 -2.3 Kg.
Stunden nach | Gallenmenge Trockensubstanz
: Bemerkungen
der Operation cc
g %
0.5 5.43
. 1.
1.0 4.23 0.1861 o4
«—Cholsiure
1.5 4.74 ' 30 mg pro Kilo intravends.
174 .
2.0 4.44 01748 188
23 379 0.1293 1.76
3.0 3.54 ) ’
3.5 3.39
1 72
40 332 0.1155 1.7
45 3.17
.10 1.6
5.0 3.00 0.1036 8
5.5 2.87
0927 1.
6.0 2.67 0.0% 67
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Tabelle 8. (Cholsaure.)
Kaninchen, Kérpergewicht 2.0-2.4 Kg.
Stunden nach | Gallenmenge Trockensubstanz
der Operation cc Bemerkungen
g b
0.5 497
0.1644 1.
1.0 4.13 78
—Cholsaure
1.5 4.45 15 mg pro Kilo intravends.
0.1460 1.72
2.0 4.06
2.5 3.94
0.1260 1
3.0 3.65 66
3.5 3.44
0.1120 1.67
4.0 3.24
4.5 3.10
0.0 1.61
5.0 2.87 966
5.5 2.68
0.0797 1.54
6.0 2.46

4. Adrenalingehalt der Nebenniere.

Der Adrenalingehalt der Nebenniere bei parenteraler sowie
peroraler Zufuhr von Gallensaure und auch bei Stauungsikterus
wurde von Misaki'® und Murakami'® herabgesetzt gefunden.

Tabelle 9.
Versuch 1 (physiol. Kochsalzldsung).
N Korpergewicht Gewicht Totales | Adrenalin pro/g
T. der Nebenniere Adrenalin Nebenniere
(g) (g) (mg) (mg)
1 1780 0.304 0.779 2.562
2 1900 0.318 0.883 2.779
3 1700 0.291 0.728 2.502
4 1750 0.310 0.735 2.371
5 1670 0.268 0.771 2.885
6 1450 0.200 0.526 2,630
7 1620 0.257 0.719 2.798
8 1540 0.223 0.518 2.323
9 1420 0.208 0.516 2.481
10 1550 0.220 0.527 2.395
DS.W. 1638 0.259 0.670 2.572
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Tabelle 10.

Versuch 2 (Cholsaure).

489

Nr. Kérpergewicht der%ivl:j;l:iere AE?:}:lsin Ad&li%ﬂ:ﬁi::/g
(g) (g) (mg) (mg)
1 1800 0.302 0.775 2.567
2 1730 0.299 0.710 2.374
3 1520 0.231 0.508 2.199
4 1460 0.205 0.506 2.468
5 1750 0.304 0.710 2.336
6 19500 0.322 0.874 2.714
7 1440 0.201 0.509 2.532
8 1590 0.247 0.612 2.478
9 1680 0.263 0.761 2.894
10 1540 0.219 0.502 2.292
D.S.W. 1640 0.257 0.647 2.486
Tabelle 11.
Versuch 3 (12-Keto-3-cholensiure).
Nr. Kérpergewicht der?\lzvgie:l}:iere A—S:;:l:ﬁn Adr\rleer;aaelli'::)ig::/g
(g) (g) (mg) (mg)
1 1480 0.204 0.504 2.471
2 1710 0.283 0.712 2.516
3 1820 0.308 0.779 2.530
4 1500 0.227 0.508 2.238
5 1920 0.318 0.869 2.733
6 1530 0.224 0.506 2.259
7 1430 0.209 0.515 2.464
8 1760 0.312 0.708 2.269
9 1570 0.240 0.513 2.138
10 1650 0.268 0.699 2.608
D.S.W. 1637 0.259 0.631 2.422

Aus den Tabellen 9~ 11 ersieht man, dal der Adrenalingehalt
der Nebenniere, der eine ziemlich individuelle Schwankung aufweist,
wie schon von Misaki'® gezeigt wurde, durch Zufuhr von 12-Keto-3-
cholensaure sowie Cholsiure, verglichen mit dem der Kontrolle, eine
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deutliche Verminderung aufweist und zwar derart, dafl der totale
Adrenalingehalt und der pro g Nebenniere bei Zufuhr von 12-Keto-
3-cholensiaure den Durchschnittswert von 0.631 mg und 2.422 mg, bei
Zufuhr von Cholsaure den von 0.647 mg und 2.486 mg und bei Kon-
trolle den von 0.670 mg und 2.572 mg zeigt. Bei Zufuhr von 12-Keto-
3.cholensaure wurde also der Adrenalingehalt der Nebenniere etwas
starker herabgesetzt gefunden als bei Zufuhr von Cholsaure. Aus
diesen Daten geht hervor, dafl die eingangs beschriebene Neben-
nierenschadigung durch Zufuhr von 12-Keto-3-cholensiure wider
Erwarten unbedeutend ist und daf} sie so zu einer zumindest haupt-
sachlichen Ursache der Desoxycholsaureausscheidung im Harn kaum
gezahlt werden kann.

Zusammenfassung.

Durch die vorliegenden Versuche wurden einige Eigenschaften
der 12-Keto-3-cholensaure, die unter gleichzeitiger Hydratisierung
und Reduktion im Kaninchenorganismus in Desoxycholsaure ver-
wandelt im Harn ausgeschieden wird, vergleichend mit denen der
anderen Gallensauren untersucht und folgende Daten festgestellt:

1. Die hamolytische Wirkung der 12-Keto-3-cholensaure wurde
viel starker als die der Desoxycholsaure gefunden.

2. Die die Pankreaslipase fordernde Wirkung der 12-Keto-3-
cholensaure ist fast gleich der der Cholsaure.

3. Die choleretische Wirkung der 12-Keto-3-cholensaure uber-
trifft weitaus die der Cholsaure. '

4. Der Adrenalingehalt der Nebenniere wurde durch parenterale
Zufuhr von 12-Keto-3-cholensaure herabgesetzt gefunden, wobei sich

die Herabsetzung durch 12-Keto-3-cholensaure etwas starker zeigte
als die durch Cholsaure.
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